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各海藻より得られた海藻粗抽出物を用いて Jurkatcellおよ
び E包 cellに対する殺細胞作用、また、その 2種の細胞に対
する効果の差異について報告した 1)。その中で、アミジグサ科
に属する一群の多くに特筆すべき活性が認められた。一方、こ
れらアミジグサ科の一群についての報告の中に、捕食動物に対
しての忌避行動を起こさせる作用を有することが報告されてい
る刊。これを殺細胞作用との関連として捉えると、捕食動物が
アミジグサ科の海藻を摂取することにより、生体細胞が何らか
のダメージを受け、捕食動物が藻体に含まれる毒性を経験的、
あるいは遺伝的に習得することによって補食阻害作用が生じ、
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結果的に忌避作用を導くことが予想される。そこで、アミジグ
サ科の一群及び前報で Jurkatcel および EくBcel に対する殺
細胞作用で高い効果を示した海藻粗抽出物質について、生体内
の細胞である赤血球を用いて直接的な毒性作用を溶血性を指標
として測定した。その結果、前報告で殺細胞作用を示した多く
の粗抽出物質の多くは、赤血球に対しでも溶血作用が認同られ
た。更に、抽出時の粗抽出物質の重量を考慮することにより、
捕食時の毒性作用の強弱も予想できることから新たな知見を得
たので報告する。
材料と方法
1)海藻の採取
本研究に用いた海藻類は、茨城県ひたちなか市平磯、千葉県
館山市坂田、神奈川県横浜市金沢区野島公園、横須賀市天神島、
静岡県下田市白浜、田牛、新潟県柏崎市鯨波、沖縄県奥武島、
西表島、南大東島、山梨県河口湖より採取し、淡水・気生藻を
含む。また、全ての海藻は潮間帯で採取した後、すみやかに
-25 OCにおいて凍結保存した。
海藻の採取番号は、前報')の殺細胞作用との関連を重視する
ため、本報でも同一番号を用いている。
2)評価試料の調整
採取地において凍結した海藻試料を解凍し、水洗によって付
着物を除いた後、表面の水分を除いた葉片 50gを秤量した。
これに蒸留水を 200ml加えてミキサーで粉砕し、さらに 10
分間超音波粉砕を行って海藻懸濁水を得た。次いで、これにク
ロロホルムを等量加えて 1時間スターラーで撹枠した後、セ
ライトを補助剤として用いた鴻過によって固形物を除いた。通
過液を分液漏斗に移して水槽を分離後、クロロホルム分画を無
水硫酸ナトリウムにて脱水し、減圧下乾固し評価試料とした。
なお、前報においてクロロフィル類の抽出量を制限することが
明らかになっていることから、活性物質の分離操作を考慮して
溶媒としてクロロホルムを用いた九
試料の評価方法
1)ヒト白血病 Tリンパ腫由来細胞に対する殺細胞作用
細胞培養培地には RPMI-1640培地(10% FCS、65μg/ml
白namycin、3ml/500ml7.5 % Sodiwn bicarbonate)を用い、
5 % CO2濃度下、 370Cでヒト白血病 Tリンパ腫由来細胞株
Jurkat (hwnan T celI leukemia)を継代培養したものを 3.5x
10' celIs/mlに調整し、 96ウェルプレートの各ウェルに 95μl
分注した。次いで、各試料 (5μl、50% methanol)を最終濃
度 25および 6.25μg/mlとなるように加え、インキュベータ
一(5% CO2、37oc)内で 48時間培養を行った。ここで、
評価試料を溶かすメタノールは最終濃度 2.5%となるが、本
濃度では細胞の増殖に影響を及ぼさないことも別に確認してい
る。
次に、アラマーブルーアッセイ法 6)により，各ウェルの増殖
比率を算出した。すなわち、アラマーブルー (BIOSOURCE)を
各ウェルに 10μl分注して、 3時間、 5%C02濃度下、 370C
で培養した後、蛍光分光計によって 530、590nmで蛍光を
計測した。ここで、評価試料を含まないメタノール水溶液を加
えたものをコントロール(最終濃度 2.5% me由加01)として定
め、各試料を添加したウェルの細胞量をコントール群に対する
増殖比率として評価した。なお、試料存在下での細胞量 (T)、
コントロールでの細胞量(c)とし、細胞生存率は (T/C)x 100 
(%)で表した。
2)羊赤血球に対する溶血作用
ヒツジ無菌脱繊維素全血 (SheepWhole Blood Defibrinated 
Sterile)を PBS(+)で希釈し、撹持した後、丸底 96ウェルプ
レートに 190μl分注した。次いで、メタノールで溶解した
海藻成分を任意の濃度になるように加え、撹搾して静置した。
その後、そこに沈殿した赤血球によって溶血作用を測定した。
また、メタノールのみを加えたものをコントロールとした。
ここで、丸底ウェルプレートを使用していることから、血球
はウェル内の底面中央部に沈殿し、血球の大部分を占める赤血
球の赤色として確認できる。一方で、赤血球の溶血反応が進行
すると、中央部の赤色は失われる。各ウェルの底に赤血球が沈
殿しているか目視で確認し、コントロールよりも赤血球が少な
いと判定された場合を溶血反応があるものとした。血球の程度
に応じ 5段階で評価した。海藻成分を加えてから 3時間以内
に完全に溶血し、赤色が完全に確認されなかったものをい++)、
3時間以内でほぼ完全に溶血しているが、若干赤色の残留が確
認できたものを(+十)、 3時間以内では赤色が確認されるが、
コントロールと比較して溶血反応が進行したものを(+)とした。
また、 100μg/mlにおいて海藻成分を分注後、 12時間以内に
溶血作用の進行が認められたものを(土)、認められなかったも
のを(ー )として示した。
結果と考察
ヒト白血病 T リンパ腫由来細胞に対する殺細胞作用で高い効
果を示したアミジグサ科および、数種の海藻粗抽出物質について、
羊赤血球に対する溶血作用を測定し、表 lに示した。また、
表 Iには、再測定した JurkatCellおよび KBCellに対す
る殺細胞率も併記した。
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図1. 羊赤血球の溶血の判定
表 1.海藻粗抽出物質の羊赤血球溶血作用と殺細胞作用
抽出物濃度と濃度段階ごとの係数 殺細胞率
x1 x2 x4 x8 、Jurkat KB 
No. 種名 100μg/ml 50μg/ml 25μg/ml 12.5μg/ml他出量(mg)抽出量×係数 25μg/ml25μg/ml 
18a シワヤハズ +++ +++ + 
18bシワヤハズ +++ +++ +++ 
19 アミジグサ + 
20 フクリンアミジ
21aサナダグサ ++ + 
21bサナダグサ + 
22bウミウチワ + 
30 ネパリモ ++ + 
45 ナラサモ +++ +++ 
49 アズマネジモク -ト++ ++ + 
51bナガガラガラ + 
60 コトジツノマタ
65 スジムカデ +++ + 
83 モサダジア +++ 
84 ユナ
85 マクリ + 
86 ミツデソゾ + + 
個々の結果について見てみると、シワヤハズ (18a、 18b)、
サナダグサ (21a)、ネノTリモ (30)、ナラサモ (45)、アズマネ
ジモク (49)、スジムカデ (65)、ミツデソゾ (86)などは、 50μ
glml 以下の濃度で溶血作用を示し、生体細胞に強~，作用を示
すことが、明らかになった。
174 696 76 92 
+ 240 1920 88 84 
162 162 78 85 
173 70 92 
166 664 96 98 
142 142 95 98 
17 17 26 8 
14 28 O 6 
39 78 7 10 
110 440 94 30 
38 38 77 52 
12 47 82 
8 16 O 7 
16 16 22 17 
13 O 
22 22 O 85 
60 120 70 86 
一方、溶血作用と殺細胞率の2種類の活性を比較すると、数
種の様式となっていることがわかる。シワヤハズ (18a、18b)
やアズマネジモク (49)に代表される様に高い殺細胞率と高い溶
血活性を示すもの。または、殺細胞作用の効果と溶血性に対す
る効果に相闘が認められるグループ (1)。
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ナラサモ (45)、スジムカデ (65)などの様に殺細胞作用はほ
とんど見られないが、高い溶血活性を示すクツレー フ。(II)また、
アミジグサ (19)、フクリンアミジ(20)そして、サナダグサ
(21b)などのように、高い殺細胞率を示すが、殆ど溶血活性を
示さないグループ(皿)におよそ大別することができる。この
ことからすると、グループ(11)に相当するもの以外は、一次
スクリーニングとして殺細胞率の結果を用いることができ、効
率よく選択が行えることが確認された。
これとは別に、シワヤハズ (18a、 18b)、サナダグサ (21a、
21b)、ウミウチワ (22a、 22b)、ナガガラガラ (51a、51b)の
4種類の海藻は、採取地が異なるそれぞれ2種があり、 a、b
と表している。シワヤハズ (18a、 18b)、について見てみると、
18aは最小有効濃度25μg/mlを示したが、18bは 12.5μg/ml
を示した。同様に、サナダグサ (21a、21b)では、 21aが50μ
glml、21bが 100μglmlを示した。また、ウミウチワ (22a、
22b)では、 22aが IOOfJ.g/mlで(土)、 22bが(+)と異なる結
果を示している。しかしながらこれらは、いずれも希釈濃度で
一段階の差であり、生育環境の異なる採取地より得られた試料
としては、差異が少なく一定の活性成分を有していることを裏
付けるものである。
一方、フクリンアミジ(20)、はアミジグサ目アミジグサ科に
属し、同分類群に属する海藻では、 20を除いた全ての種で溶
血が見られたが、 20のみ異なる効果を示している。このこと
からも、他のアミジグサ科海藻との含有成分の更なる比較検討
が必要と考えられる。
なお、今回の溶血作用に用いた粗抽出物質はし通ずれもアミジ
グサ科海藻が有する強酸性物質は、中性条件で有機溶媒抽出を
行っていることから含まれておらず、有機層に含まれる脂溶性
物質の作用により現れた結果である。このことから、アミジグ
サ目アミジグサ科に属する一群は、他の海藻種と比較して、溶
血活性を示す物質の存在量が多いことか9推定される。そこで、
抽出された物質量と組抽出物の溶血作用を示した最小有効濃度
を基に数値化し、同一量の海藻を捕食した場合の効果を相対値
として表した。すなわち、 12.5μglmlは 100μg/mlに対し
て 8分の lの濃度であることから、 100μg/mlで最小有効
濃度を Iとすると 12.5μg/mlを係数 8とし、抽出に用い
た藻体がおおよそ 50gと一定であることから、抽出量に前述
の係数を乗じ相対値として溶血1lIl効果の強弱の目安とした。
その結果、シワヤハズ(18a)が、 1920の相対値を示し、採
取場所の異なる 18bが 696を示した。次いで、サナダグサ
(21a)は 664を示したものの、 21bは 142であり、採取地に
よる差異が認められた。また、アズマネジモク (49)は、 440を
示した。高い溶血活性を示したものの多くは 49を除いてアミ
ジグサ科の海藻であり、各抽出物質の相対値を、表 1.に示し
た。ここでは、それぞれの相対的な溶血作用の強弱を比較して
いるが、必ずしも含まれる活性物質が同ーのもので、はないため、
活性化合物のもつ作用の強弱が判明していないことから含まれ
る物質量を論議できない。
以上の結果より、今回活性測定に用いた有機溶媒抽出物質は
いずれも高い脂溶性を示していることから、捕食動物かす要食後、
エラや消化管より吸収され、血中に分布して溶血性を示すもの
と予想されることから、赤血球等のダメージが補食阻害作用の
一因と考えられ、アミジグサ科の多くの海藻が含まれる溶血性
物質により食害から免れていることが予想される。
今後、各海藻抽出物質に含まれる活性物質を単離し、物理化
学的性状を明らかにするとともに、海藻の捕食者である捕食動
物を用いた自発摂餌実験、あるいは直接本抽出物を投与し、生
体内での溶血等の変化を観察する必要があるものと思われる。
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